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黄芪 多 糖 对 种 公鸡 不 同 组 织 miR-16 表达 的 影响 及 其 功能 预测 分 析 

任 小 春 RT Ržm 雷 新 宇 郭 伟 党 燕 娜 SHE 杨 小 军 * 

(西北 农林 科技 大 学 动物 科技 学 院 ， 杨 凌 712100) 
摘 要: 本 试验 研究 黄芪 多 糖 CAPS) 对 种 公鸡 不 同 组 织 中 miR-16 表 达 的 影响 ， 结 合 miR-16 
预测 靶 基 因 的 GO 和 KEGG 功 能 富 集 性 分 析 ， 则 在 探讨 APS 对 不 同 组 织 功能 的 潜在 调控 作用 。 
选取 1 日 龄 科 宝 500 父 母 代 肉 种 鸡 64 只 ， 随 机 分 为 对 照 组 和 APS 组 ， 每 组 4 个 重复 ， 每 个 重复 8 
只 鸡 。 对 照 组 饲 喂 玉 米 - 豆 粕 型 基础 饲 粮 ，APS 组 在 基础 饲 粮 中 添加 10 g/kg APS， 试 验 期 40 
周 。 结 果 表 明 : 1) 相 比 于 对 照 组 ，APS 组 可 以 提高 种 公鸡 的 采 精 量 和 有 效 精子 数 ， 降 低 精 
子 畸 形 率 ， 但 差异 不 显著 (P>0.05) 。2) miR-16 具 有 组 织 差 异性 ，APS 可 显著 或 极 显 著 上 
调 肝 脏 、 脾 胜 、 十 二 指 肠 黏 膜 、 回 肠 秋 膜 miR-16 的 表达 (P<0.05 或 P<0.01) ， 显 著 降 低 举 丸 
miR-16 的 表达 CP<0.05) 。3) 对 miR-16 预 测 靶 基因 进行 GO 富 集 分 析 ， 表 明 预 测 训 基因 在 跨 

— 膜 运输 、 泛 素 依赖 的 蛋白 质 降解 、 胞 内 蛋白 运输 、 糖 酵 解 等 物质 代谢 相关 生物 过 程 显著 或 极 

著 富 集 (P<0.05 或 P<0.01) 。KEGG 富 集 分 析 表 明 ，miR-16 靶 基因 在 黏着 班 、 胰 岛 素 信和 号 

通路 、 糖 酵 解 / 糖 异 生 等 与 机 体 物 质 代 谢 、 细 胞 增殖 分 化 相关 通路 显著 富 集 (P<0.05) ， 在 

Toll 样 受 体 信 号 通路 、 自 然 杀 伤 细胞 介 导 的 细胞 毒性 等 免疫 相关 通路 也 有 富 集 。 由 此 可 见 ， 

APS 上 调 种 公鸡 脾脏 、 肝 脏 、 十 二 指 肠 黏 膜 、 回 肠 黏膜 组 织 的 miR-16 表 达 ， 下 调 奋 丸 miR-16 

T= 表达 ;，miR-16 预 测 靶 基因 与 物质 代谢 、 免 疫 调控 密切 相关 。APS 通 过 调控 种 公鸡 不 同 组 织 

miR-16 表 达 ， 影 响 机 体 物 质 代谢 和 免疫 调控 功能 。 

关键 词 : BSS, 种 公鸡 ;miR-16; 精液 晶 质 ; 组 织 表 达 ; 功能 分 析 
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黄芪 多 糖 (Astragalus polysaccharide, APS) 是 提取 自 黄 艾 根 的 一 种 水 溶性 杂 多 糖 ， 具 有 

机 体 物质 代谢 调控 由、 抗 炎 R31、 抗 氧化 *、 抗 肿瘤 17、 免疫 调控 中等 生物 学 活性 ， 作 为 非 

营养 性 饲料 添加 剂 ， 可 有 效 改善 畜 禽 的 机 体 健康 及 生产 性 能 。 阐 明 APS 调节 动物 物质 代谢 

及 免疫 功能 的 潜在 机 理 ， 有 助 于 生产 中 更 有 效 使 用 APS。APS 通过 影响 免疫 及 代谢 相关 基 

因 的 表达 ， 发 挥 其 调控 作用 ， 多 数 基因 的 表达 存在 miRNA 的 调控 作用 ，miRNA 通过 

RNA-RNA 互 作 , 在 转录 后 调控 基因 表达 外 ,证 据 表 明 , 营养 成 分 和 水 平均 可 影响 动物 miRNA 

表达 ， 进 而 调控 机 体 健康 状态 0。miRNA 的 表达 具有 组 织 特 异性 ， 并 随机 体 发 育 状 况 改 变 
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而 改变 00， 一 方面 ，miRNA 在 细胞 的 增殖 分 化 及 凋 亡 、 机 体 发 育 、 代 谢 、 免 疫 反 应 等 过 程 
中 具 调 节 作 用 ， 保 证 机 体 的 正常 发 育 吕 号， 另 一 方面 ，miRNA 可 调控 基因 表达 适应 环境 的 
变化 ， 有 利于 机 体 健康 状态 的 保持 46 起。 因此 ， 在 受到 相同 的 营养 素 刺 激 下 ， 同 一 miRNA 
的 表达 也 存在 差异 ， 进 而 调控 不 同 组 织 发 挥 各 自 的 功能 。 

miR-16 源 于 mir-16-1 和 mir-16-2 2 个 前 体 ， 分 别 位 于 鸡 1 号 和 9 号 染色 体 上 ， 基 因 转 
录 经 剪接 形成 成 熟 的 miR-16, 成熟 miR-16 具有 抑制 肿瘤 0820、 参 与 机 体 免 疫 应 答 P5-221、 调 
控 关 键 酶 、 影 响 糖 代谢 己 -2 等 作用 。 课 题 组 前 期 高 通 量 测 序 研 究 表明 ，APS 可 显著 降低 举 
丸 组 织 miR-16 的 表达 ， 表 明 miR-16 的 生物 学 调控 功能 与 APS 存在 一 定 对 应 性 ， 故 本 研究 
选择 miR-16 作为 研究 对 象 。 目 前 ，miR-16 的 功能 研究 多 在 人 和 上 鼠 上 展开 ， 而 有 关 营 养 素 调 
控 作用 下 鸡 miR-16 的 组 织 表达 状况 及 功能 研究 未 见报 道 。 本 研究 通过 向 种 公鸡 饲 粮 中 添加 
APS, ,检验 9 个 组 织 中 miR-16 的 表达 ,结合 其 预测 靶 基 因 的 生物 信息 分 析 , 为 后 期 研究 miR-16 
介 导 下 APS 对 机 体 代谢 及 免疫 性 能 的 调控 功能 提供 线索 。 
1 材料 与 方法 
1.1 试验 材料 

APS: 粉剂 ,纯度 70%， 购 自 华 北 制药 有 限 公司 。 

试验 动物 :1 日 龄 科 宝 500 父母 代 肉 种 鸡 ， 购 自 北 京 家 禽 育种 有 限 公 司 。 
1.2 ”试验 设计 

选取 1 日 龄 科 宝 500 肉 鸡 父母 代 种 公鸡 64 只 ， 随 机 分 为 对 照 组 和 APS 组 ， 每 个 处 理 4 个 重 
复 ， 每 个 重复 8 只 鸡 。 对 照 组 饲 喂 玉米 -豆粕 型 基础 饲 粮 ，APS 组 在 基础 饲 粮 中 添加 10 g/kg 
APS。 正 常 免疫 ， 自 由 饮水 ， 按 标准 饲 咀 。 试 验 期 40 周 。 
1.3 精液 品质 测定 

采用 背 腹 式 按摩 法 采集 种 公鸡 精液 ， 第 38~39 周 进行 采 精 训练 ， 建 立 条件 反 射 。 精 液 采 
集 后 置 于 37 °C 水浴 短暂 保存 后 ， 立 刻 采用 常规 精液 品质 评定 方法 ， 测 定 精 液 量 (mL) 、 精 
子 活 率 (直线 前 进 运 动 精子 数 /总 精子 数 ) 、 精 子 密度 C108 spzm) 和 精子 畸形 率 (%); 
计算 有 效 精子 数 〈108 spz) ， 有 效 精子 数 是 精液 量 、 精 子 密度 和 精子 活 率 3 个 指标 的 乘积 。 
1.4 样品 采集 和 总 RNA 提 取 

样品 采集 : 40 周 龄 时 ， 每 个 重复 随机 选取 一 只 鸡 采样 。 背 腹 式 按摩 法 采 精 ， 颈 部 放血 处 
死 ， 屠 宰 ， 采 集 肝 脏 、 脾 脏 、 胸 腺 、 测 丸和 胸肌 样品 放 于 冻 存 管 中 ; 分 离 十 二 指 肠 、 空 肠 和 
肠 ,， 用 生理 盐水 冲洗 去 除 肠 段 内 容 物 ， 用 载 玻 片 轻 轻 刊 取 肠 黏膜 保存 到 冻 存 管 中 。 样 品 采 
集 后 迅速 放 入 液 氮 饶 中 ， 后 转 入 -80 “CERF Eo 

总 RNA 提 取 : 精液 总 RNA 提 取 采 用 热 酸 酚 法 ， 其 他 组 织 样品 总 RNA 提 取 采 用 Trizol 
(Takara) 法 。 
1.5 实时 定量 PCR. 

miR-16 和 U6 snRNA 定 量 引物 为 Bulge-LoopTM miRNA qRT-PCR Primer Set 和 U6 snRNA 
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qPCR Primer Set (广州 锐 博 生物 科技 有 限 公 司 )， miR-16 和 U6 snRNA 反 转 采 用 PrimeScriptTM 
RT reagent Kit with gDNA Eraser (Takara) 。 


反 转 录 体 系 (20 uL) : 5xgDNA Eraser (Buffer 2 uL, gDNA Eraser 1 uL, Total RNA 

(<1 ug), 添加 RNase Free dH2O 至 10 uL, 42 'C 2 min; 5xPrimeScript Buffer 4 uL, PrimeScript 

RT Enzyme Mix I 1 wl, RT primer2 pL， 加 入 上 述 10 此 反应 液 ， 添 加 RNase Free dH20 4 
20 uL. 37 °C 15min, 85°C 15s, 4 CC 停止。 


采用 SYBR® Premix Ex Taq™ II (Takara) 检测 miR-16 和 U6 snRNA 的 表达 。 反 应 体系 


(20 uL) : SYBR Premix Ex Taq II (2x)9 uL, Bulge-Loop™ miRNA Forward Primer 0.8 uL, 
Bulge-Loop™ miRNA Reverse Primer 0.8 hL， 反 转录 产物 2 uL , RNase Free dH20 7.4 uL. Jz 
MAF: 95°C 30s; 95°C5s, 60°C 308, 72°C 30 s 反 应 40 个 循环 ， 于 72 "C 采 集 荧 光 。 各 
组 织 样品 设置 3 个 平行 ，U6 snRNA 作 为 内 参 基因 。 

1.6 miRNA 靶 基因 预测 和 富 集 性 分 析 

利用 TargetScan 和 miRanda 软 件 预 测 鸡 miR-16 的 潜在 对 基因 ， 往 选 出 2 种 算法 的 鞭 
集 用 于 后 续 生物 信息 学 分 析 。 采 用 DAVID 数 据 库 Chttps://david.nciferf.gov/) Xt FAM HLS A it 
行 GO 富 集 分 析 和 KEGG 通 路 分 析 。 
1.7 数据 统计 

以 2 法 计算 miR-16 在 各 组 织 中 相对 表达 量 。 数 据 用 SPSS 20.0 软件 分 析 ， 进 行 
Student’s t 检验 ， 结 果 用 平均 值 + 标准 误 表 示 ，P<0.05 表示 差异 显著 ，P<0.01 表示 差异 极 显 
Ho 
2 结 R 
2.1 APS 对 种 公鸡 精液 品质 的 影响 

由 表 1 可 知 ， 相 较 于 对 照 组 ，APS 组 种 公鸡 的 采 精 量 和 有 效 精子 数 均 高 于 对 照 组 ， 畸 
形 率 低 于 对 照 组 ， 但 差异 不 显著 (P>0.05) 。 两 组 间 精 子 密度 和 精子 活 率 也 无 显著 差异 
(P>0.05) 。 
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表 1 APS 对 种 公鸡 精液 品质 的 影响 


Table 1 Effects of APS on sperm quality of breeder cocks 


项 对 照 组 APS 组 P 值 
Items Control group APS group P-value 
采 精 量 Semen volume/mL 0.49+0.09 0.58+0.10 0.53 
精子 密度 Sperm density/(108 spz/mL) 31.85+4.12 31.78+0.95 0.99 
精子 活 率 Sperm motility/% 95.00+2.89 87.50+2.50 0.10 
HJE Percentage of abnormal sperm/% 7.0041.47 5.2541.25 0.40 


有 效 精子 数 Number of effective sperm/10° 


spz 14.11+3.99 15.14+2.45 0.84 


同行 无 字母 或 数据 肩 标 相同 字母 表示 差异 不 显著 〈P>0.05) 。 


In the same row, values with no letter or the same letter superscripts mean no significant 


difference (P>0.05) . 

2.2 miR-16 引物 特异 性 验证 
在 精液 品质 鉴定 基础 上 ， 本 课题 组 对 种 公鸡 测 丸 进行 了 miRNA 高 通 量 测 序 ， 发 现 APS 
可 显著 降低 睾丸 组 织 miR-16 的 表达 ， 表 明 miR-16 的 生物 学 调控 功能 与 APS 存 在 一 定 对 应 性 ， 
故 本 研究 选择 miR-16 作 为 后 续 研 究 的 对 象 。 本 试验 采用 定制 的 特异 茎 凸 环 引物 利用 SYBR 染 
料 法 检测 miR-16 在 种 公鸡 不 同 组 织 中 的 表达 ，miR-16 和 内 参 基因 U6 snRNA 熔 解 曲线 及 实时 
定量 PCR 后 ， 部 分 产物 的 凝 胶 电泳 检 测 图 见 图 1。 由 图 1 可 知 ，miR-16 和 U6 snRNA 熔 解 曲线 
为 单 峰 ; 电泳 条 带 均一 整齐 的 分 布 在 100 bp 左右 , 表明 本 研究 所 用 的 miR-16 引 物 特异 性 较 高 ， 
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其 检测 结果 可 用 于 后 续 分 析 。 
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a © 
¢ CA) miR-16 的 熔 解 曲线 ;(B) U6 snRNA (ABER) 的 熔 解 曲线 ，〈C) 1: 空肠 ，2: 
肠 ; 3: 十 二 指 肠 ; 4: 精液 ; 5 SEAL; 6: 脾脏 ; 7: 肝脏 ; 8 肌肉 ; 9: 胸腺 ; M: DL500 Marker. 
(A) Melt curve of miR-16; (B) Melt curve of U6 snRNA (used as internal standard miRNA ); (C) 


a 


1: jejunum; 2: ileum; 3: duodenum; 4: semen; 5: testis; 6: spleen; 7: liver; 8: muscle; 9: thymus; M: 
DLS500 Marker. 
图 1 “实时 定量 PCR 的 熔 解 曲线 CA. B) 和 PCR 产 物 凝 胶 电 泳 检测 图 〈C ) 


Fig.1 The melting curve of real-time quantitative PCR (A and B) and gel electrophoresis 


detection of product (C) 
2.3 APS 对 种 公鸡 不 同 组 织 miR-16 相 对 表达 水 平 的 影响 
由 图 2 可 知 ，miR-16 在 所 检测 的 9 种 组 织 中 均 有 不 同 水 平 的 表达 ; 由 图 3 可 知 ，APS 可 显 
著 或 极 显著 提高 脾脏 、 肝 脏 、 十 二 指 肠 黏 膜 、 回 肠 黏 膜 中 miR-16 相 对 表达 水 平 (P<0.05 或 
P<0.01) 。 举 丸 组 织 中 ，APS 组 的 miR-16 相 对 表达 水 平 显著 下 降 CP<0.05) 。APS 对 种 公鸡 


Chinay iAd Ha] 
GIH IAN IV O F77] I 


胸腺 、 肌 肉 、 精 液 和 空肠 黏膜 miR-16 相 对 表达 水 平均 无 显著 影响 CP>0.05) 。 
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R2 ”miR-16 在 种 公鸡 不 同 组 织 中 的 相对 表达 水 平 


Fig.2 The relative expression level of miR-16 in different tissues of male chicken breeders 
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数据 柱 上 标 无 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05) ,不同 小 写字 母 
不 同 大 写字 母 表 示 差 异 极 显著 (P<0.01) 。 


示 差 异 显著 (P<0.05)， 


Value columns with no letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), while with 


different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05), and with different capital 


letter superscripts mean significant difference (P<0.01). 


图 3 APS 对 种 公鸡 不 同 组 织 中 的 miR-16 相 对 表达 水 平 的 影响 


Fig.3 Effects of APS on the relative expression level of miR-16 in different tissues of male 


chicken breeder 


2.4 miR-16 鞭 基因 的 生物 信息 学 分 析 


为 更 好 理解 APS 通 过 影响 miR-16 的 表达 ， 进 而 影响 鸡 生物 学 功能 的 发 挥 ， 本 研究 通过 


TargetScan 和 miRanda 2 种 算法 预测 其 靶 基 因 ，2 种 算法 获得 560 个 共 
KEGG 信 号 通路 功能 富 集 性 分 析 。 
2.4.1 miR-16 靶 基因 的 GO 富 集 分 析 
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基因 ， 进 行 GO 和 


对 560 SFM FE SE EAT GO 富 
包括 3 个 方面 : 生物 过 程 、 细 胞 组 分 、 
物 过 程 为 跨 膜 运用 
内 的 蛋白 质 运 输 、 糖 醉 解 、 蛋 白质 好 
质 运输 代谢 相关 生物 学 过 程 : 
(P>0.05) ， 如 Toll 样 受 体 (TLR) 


富 集 分 析 ， 


分 子 功能 
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显著 富 集 (P<0.05) 。 
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。 由 表 1 可 知 ， 
i. APR RWWA RAR CP<0.01) ， 在 泛 素 依赖 的 蛋白 质 降 
聚 泛 素 化 、 磷 酸 成 糖 旁 路 、 蛋 白质 泛 素 化 的 负 调控 等 物 


获得 注释 。 
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而 在 与 免疫 相关 的 通路 虽 不 显著 但 
= SHR (包括 TLR2、TLR3、TLR4、TLR5、TLR7、 


A'E 


J Fa 


TLR15, TLR21) (GO:0002224、GO:0034134、GO:0034138、GO:0034142、GO:0034146、 


GO:0034154. GO:0035681.GO:0035682 ) . 


(GO:0032689) 、B 细 


白细胞 介 素 -17 CIL-17) 生成 的 负 调 控 (GO:0032700) ~ 
胞 分 化 的 负 调 控 = (GO:0045578) . T 细胞 分 化 (GO:0042098) 。 


与 细胞 介 素 -2(1L-2) 生 成 的 负 调 控 (GO:0032703)、 
干扰 素 -y CIFN-y) 生成 的 负 调控 


细胞 组 分 和 分 子 功能 方面 的 分 析 是 生物 学 过 程 的 辅助 分 析 。 细 胞 组 分 富 集 性 分 析 显 示 
miR-16 多 数 预测 部 基 因 编 码 的 蛋白 质 位 于 细胞 膜 上 《〈 表 2) 。 分 子 功能 富 集 性 分 析 发 现 预 测 
E 靶 基 因 分 子 功能 在 水 解 酶 活性 极 显著 富 集 (P<0.01) 〈 表 3) ， 在 TLR 结 合 (GO:0035325) 也 
~ 有 富 集 (P=0.08) 。 
= 表 2 miR-16 HW FUSE A EE TE EGO RT 
i Table 2 GO term enrichment for the predicted target genes of miR-16 on biological process 
J Items 匹配 到 单个 GO 显著 差异 基因 数 ”显著 差异 基因 总 数 匹配 到 单个 GO 基因 总 数 EE TALS Be P ff 
™ TB gene 
= S gene number TS gene number B gene number P-value 
O number 
跨 膜 运输 
< 9 213 47 2717 0.009 
Traiismembrane transport 
汤 素 依赖 的 重 白 降解 过 程 
Ubiquitin-dependent protei 
= mig 5 213 23 2717 0.030 
catabolic process 
胸 肉 蛋白 运输 
($) 5 213 24 2717 0.035 
Intracellular protein transport 
糖 酵 解 过 程 
4 213 16 2717 0.032 
Glycolytic process 
核 昔 酸 代 谢 途 径 
Nucleotide metabolic process 213 $ pin 9.908 
蛋白质 的 聚 泛 素 化 
. PT 3 213 9 2717 0.028 
Protein polyubiquitination 
神经 管 闭合 
3 213 11 2717 0.049 
Neural tube closure 
输尿管 芽 发 育 
3 213 11 2717 0.049 
Ureteric bud development 
FERRA 
2 213 2 2717 0.006 


Notochord development 


疼痛 刺激 应 答 


2 213 3 2717 0.017 
Response to pain 
EI OE So BR 
2 213 3 2717 0.017 
Pentose-phosphate shunt 
和 蛋白质 泛 素 化 的 负 调 控 
Negative regulation of protein 
2 213 3 2717 0.017 
ubiquitination 
表 3 ”miR-16 预 测 刘 基因 在 细胞 组 分 上 的 GO 富 集 分 析 
Table 3 GO term enrichment for the predicted target genes of miR-16 on cellular component 
p 匹配 到 单个 GO 显著 差异 基因 “显著 差异 基因 总 。 匹配 到 单个 GO 基因 总 7 
项 目 Items 7 7 | LAL Be P 值 
数 数 数 
TB gene 
S gene number TS gene number B gene number P-value 
number 
细胞 膜 
48 213 448 2717 0.010 
Membrane 
核 膜 
4 213 18 2717 0.047 
Nuclear membrane 
泛 素 连接 酶 复合 物 
Ubiquitin ligase 
3 213 0 2717 0.008 
Complex 
自 哈 小 体 
2 213 2 2717 0.006 
Autophagic vacuole 
前 自 噬 体 结构 膜 
Pre-autophagosomal 
2 213 2 2717 0.006 


structure membrane 


#4 miR-16 Fi HEE 


3 


因 在 分 子 功能 上 的 GO 富 集 分 析 


Table 4 GO term enrichment for the predicted target genes of miR-16 on molecular function 


匹配 到 单个 GO 显著 差异 基因 ”显著 差异 基因 总 。 匹配 到 单个 GO 基因 总 
项 目 Items 本 基因 总 数 P 
数 数 数 
S gene number TS gene number B gene number TB gene number P-value 
水 解 酶 活性 
21 213 139 2717 0.002 
Hydrolase activity 
核酸 结合 
Nucleic acid 8 213 51 2717 0.042 
binding 
泛 素 -和 蛋白 转移 酶 
活性 
6 213 25 2717 0.011 
Ubiquitin-protein 
transferase activity 
胰 核 糖 核酸 酶 活性 
Pancreatic 
2 213 3 2717 0.017 
ribonuclease 
activity 
3" 核 苷 酸 酶 活性 
5'-nucleotidase 2 213 3 2717 0.017 
activity 
2.3.2 ”miR-16 靶 基因 的 KEGG 富 集 分 析 
由 表 5 可 知 ，miR-16 预 测 靶 基因 KEGG 富 集 分 析 发 现 miR-16 与 细胞 运动 、 增 殖 分 化 及 机 
体 物 质 代 谢 等 生物 学 过 程 密切 相关 ， 显 著 富 集 的 信号 通路 为 务 着 班 、 胰 岛 素 信号 通路 、 表 皮 
生长 因子 受 体 (ErbB) 信号 通路 、 糖 醉 解 / 糖 异 生 、 缴 氨 酸 / 亮 氨 酸 / 异 亮 氨 酸 的 生物 合成 、 烟 
酸 和 烟 酰 胺 代谢 、 脂 肪 酸 延 长 和 DNA 复 制 (P<0.05) ,与 免疫 相关 的 通路 也 有 富 集 (P>0.05)， 
主要 是 与 抗原 识别 呈 递 相关 的 自然 杀伤 细胞 介 时 的 细胞 毒性 〈ko04650) 和 TLR 信 号 通路 
(ko04620) 。 
表 5 ”miR-16 预 测 靶 基因 的 通路 分 析 
Table 5 Pathway analysis for the predicted target genes of miR-16 
通路 名 称 匹配 到 单个 GO 显著 差异 基因 数 显著 差异 基因 总 数 ”匹配 到 单个 GO 基因 总 数 基因 总 数 P 值 
pathway description S gene number TS gene number B gene number TB gene number P-value 
糖 酵 解 / 糖 异 生 
Glycolysis / Gluconeogenesis 6 161 3 670 0.011 
表皮 生长 因子 受 体 信号 通路 
ErbB signaling pathway 8 161 3 670 0.015 
RA Dit 
Focal adhesion 14 161 3 670 0.015 


胰岛 素 信号 通路 


Insulin signaling pathway 


脂肪 酸 伸 长 


Fatty acid elongation 


DNA 复 带 


= 


DNA replication 


异 亮 氨 酸 的 生物 合成 


缴 氨 酸 、 亮 氨 酸 和 


Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 


烟 酸 和 烟 酰 胺 代谢 


Nicotiaate and nicotinamide metabolism 


IR ea SE 


= 


4 


GnRÍ Sealing pathway 


pin 


Penthtephosphate pathway 


er oe 


PPAR signaling pathway 


半 乳 糖 代谢 


Galactose metabolism 


3 讨 论 


3.1 APS 对 种 公鸡 六 

APS 是 一 种 提取 
g/kg APS 能 显著 传代 时 
种 公鸡 免疫 相关 基因 
的 繁殖 性 能 ， 对 生产 具有 指示 作 月 
生 能 和 免疫 功能 的 唯一 


— 


A PEAR AE 
响 商品 代 肉 鸡 生 长 性 能 ，; 
的 表达 并 可 以 传代 影响 子 代 肉鸡 的 免疫 性 
， 同 时 精子 的 发 生 及 功能 的 发 挥 是 APS 传 代 景 
结果 表明 APS 虽 不 能 显著 
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性 多 糖 , 本 课题 组 前 期 结果 发 现 种 公鸡 饲 粮 添 加 10 
步 的 转录 组 测序 数据 表明 APS 可 以 调节 
。 精 液 品 质 可 反映 动物 
响 肉 鸡 生长 
公鸡 精液 品质 ， 但 一 定 
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0.045 


0.048 


0.050 
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0.086 


0.094 
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程度 上 能 改善 精液 品质 ， 如 降低 精子 畸形 率 和 提高 有 效 精子 数 和 采 精 量 。 另 外 ，Liu 等 eg 体 
外 试验 研究 发 现 黄 莽 提 取 物 显赫 提高 精子 活力 和 有 效 精 子 数 ，Kim 等 2 研究 发 现 APS 可 有 交 
缓解 环 磷 酰 胺 对 小 鼠 界 丸 生殖 毒性 ， 有 效 改 善 淖 丸 相 对 重量 及 精液 品质 。 因 此 ， 本 试验 选择 
饲 粮 添加 APS 在 举 丸 〈 精 子 生成 的 唯一 场所 ) 中 显著 差异 表达 的 miR-16 为 研究 对 象 ， 并 结合 
miR-16 的 组 织 差异 表达 情况 及 其 靶 基 因 的 生物 信息 分 析 结 果 来 为 后 期 研究 miR-16 介 导 下 
APS 对 机 体 代 谢 及 免疫 性 能 的 调控 功能 提供 线索 。 
3.2 miRNA 实时 定量 检测 

miRNA 是 一 种 微量 动态 的 表 观 遗传 调控 因子 ， 分 析 不 同 营养 状态 下 miRNA 在 不 同 组织 
的 表达 状况 ， 寻 找 组 织 特 异 和 功能 调控 相关 的 miRNA， 是 了 解 miRNA 功 能 的 关键 步骤 ， 
miRNA 功 能 研究 的 第 一 步 是 miRNA 的 定量 检测 。 目 前 miRNA 定 量 检测 方法 有 微 阵列 芯片 、 
Northern blotting、 高 通 量 测 序 和 实时 定量 PCR 等 。 茎 环 实时 定量 PCR 检 测 具 有 有 灵敏度 高 、 精 


ot 


7 确 度 高 、 检 测 范围 宽 等 优点 ca， 本 研究 采用 的 公司 定制 茎 凸 环 引物 特异 性 好 、 灵 敏 度 高 ， 
可 满足 后 续 定量 检测 准确 性 的 需求 。 

hs 3.3 ”APS 对 种 公鸡 不 同 组 织 miR-16 表 达 的 影响 

= miRNA 表达 具有 时 空 特异 性 ， 这 种 特异 表达 与 特定 的 生理 功能 密切 相关 pq。Yue 等 Boi 
发 现 miR-16 在 成 年 大 鼠 的 肝脏 、 牌 脏 、 肾 脏 、 小 肠 和 学 为 组织 均 有 表达 ， 且 有 组 织 差异 性 。 
z 本 研究 发 现在 肉 种 鸡 中 miR-16 的 表达 具有 组 织 差异 性 ， 这 与 很 多 其 他 miRNA 的 研究 结 

= 相 一 致 60， 同 时 ， 本 研究 发 现 APS 可 改变 多 种 组 织 〈 肿 脏 、 肝 脏 、 尝 丸 等 ) miR-16 的 表达 
N 状况 。 外 界 环境 发 生 改 变 时 ， 机 体会 发 生 适 应 性 调整 ， 相 关 基 因 表 达 水 平 发 生 改 变 ,在 此 过 


JEP miRNA 发 挥 了 重要 作用 ，miRNA 通过 影响 其 效应 靶 基 因 的 表达 状况 调控 机 体 的 环境 
适应 性 .Casas-Agustench 等 5 发 现 不 同 的 脂肪 酸 组 分 能 调节 大 鼠 肝 胜 和 脂肪 组 织 miRNA 差 
FERIA; Meale 等 B31 发 现 不 同 脂肪 组 分 可 调节 牛皮 下 和 内 脏 脂 肪 组 织 miRNA 差异 表达 ; 

= Romao 等 B4 发 现 高 脂 饮食 也 可 调控 羊皮 下 和 内 脏 组 织 miRNA 差异 表达 , 这 都 说 明 不 同 营 状 
因子 可 调控 动物 miRNA 不 同 组 织 差异 表达 进而 影响 机 体 代 谢 调控 。 体 外 试验 发 现 ， 添 加 姜 
黄 素 可 上 调 miR-16 表达 ， 进 而 诱导 细胞 凋 亡 和 增殖 相关 基因 表达 的 改变 B536]。 一 种 绿茶 叶 
提取 物 表 没食子 儿 茶 素 没食子 酸 酶 (epigallocatechin gallate, EGCG) 可 上 调 miR-16 表达 ， 

抑制 抗 凋 亡 蛋白 B 淋巴 细胞 瘤 -2 (BCL-2) 基因 表达 ， 激 活 细胞 凋 亡 过 程 B1。 目 前 miRNA 
相关 研究 多 着 眼 于 营养 因素 、miRNA 和 机 体 健 康 状 况 三 者 间 的 关联 性 ， 适 当 的 营养 供给 有 
利于 保持 MIRNA 的 正常 表达 ， 使 机 体 处 于 健康 状态 00。APS 作为 一 种 提 自 植物 的 高 效 免疫 
调节 剂 ， 同 样 可 通过 影响 多 种 组 织 中 miR-16 的 表达 ， 进 而 调节 相关 基因 的 表达 ， 发 挥 其 生 
物 学 调控 效应 来 维持 机 体 健康 状态 。Yuan 等 B8 发 现 APS 以 剂量 效应 模式 调控 脾脏 肿瘤 坏死 
因子 -a (TNF-a) 和 白细胞 介 素 《多 )-186 的 表达 。 在 脂 多 糖 CLPS) 的 刺激 下 ，Liu 等 9 发 
现 APS 可 以 调节 肠 道 颖 膜 开 -16 AeA. SEAL MSA ER. SCREAM. Tl oe ee SH HS 

细胞 因子 和 雄 激素 在 内 的 多 种 因素 构成 一 个 复杂 的 免疫 网 络 体系 。 Zhang 等 [在 鸡 学 丸 检测 
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到 TLR-2- | , -2- II, -3, -4, -5, -15,-21 的 表达 , 而 LPS HET VA AES IL IL-18 M IL-6 的 表达 。 
大 量 研究 表明 ，APS 可 以 调控 包括 TNF-a IL-16, IL-8. FHRR-y UFN-y) 在 内 的 细胞 因子 
的 表达 B83941-44, 目 miR-16 能 通过 与 上 述 细胞 因子 的 一 段 高 度 保守 区 域 的 互补 ， 进 而 发 挥 调 
控 效 应 ， 影 响 机 体 免 疫 性 能 。 本 试验 结果 显示 APS 上 调 十 二 指 肠 黏膜 、 回 肠 备 膜 和 脾脏 组 
织 中 miR-16 的 表达 以 及 下 调 举 丸 组 织 miR-16 的 表达 ， 其 可 能 调控 miR-16 表达 影响 相关 细 
胞 因子 表达 进而 影响 机 体 免疫 性 能 。 另 外 ，APS 可 诱导 脂肪 代谢 相关 基因 过 氧化 物 酶 体 增 
殖 物 激活 受 体 a (PPAR-a) WXX, M PPAR-o 基因 所 在 的 PPAR 信号 通路 是 miR-16 预测 
靶 基 因 的 富 集 通路 ， 而 本 试验 发 现 APS 组 种 公鸡 肝脏 miR-16 表达 显著 升 高 ， 表 明 miR-16 
可 能 介 导 APS 对 肝脏 脂肪 代谢 相关 基因 的 调控 。 
3.4 miR-16 台 基因 的 功能 预测 分 析 
miRNA SERAI UTRA, 使 对 基因 的 mRNA 降 解 或 者 在 蛋白 质 翻 译 水 平 上 抑 
制 翻译 , 来 发 挥 其 生物 调控 功能 中 ]。 本 研究 发 现 APS 可 显著 改变 种 公鸡 多 种 组 织 miR-16 的 表 
达 水 平 ， 因 此 我 们 进一步 采用 TargetScan 和 miRanda 2 种 算法 预测 miR-16 的 靶 基 因 , 将 二 者 交 
集 作 为 预测 靶 基 因 ， 进 行 GO 分 析 和 KEGG 通 路 富 集 分 析 获 得 富 集 的 信号 通路 。 
GO 分 析 显 示 预 测 靶 基因 主要 富 集 在 跨 膜 运输 、 泛 素 依赖 的 蛋白 质 降解 过 程 和 胞 内 蛋白 
质 运 输 、 糖 酵 解 等 与 物质 运输 代谢 相关 的 生物 过 程 ， 而 KEGG 富 集 分 析 结 果 与 GO 分 析 结 果 
Te 一 致 , 多 数 靶 基因 富 集 在 与 物质 代谢 相关 的 信号 通路 中 , 表明 miR-16 可 与 物质 代谢 相关 基因 
互 作 参 与 机 体 调控 。 
N miR-16-5 fee RU ee AS, SU RSE A E E A E E ER H LE ENR 
> 谢 的 重要 内 容 ， 而 APS 调 控 下 免疫 活性 的 发 挥 同样 需要 消耗 大 量 的 能 量 ， 与 能 量 代谢 活动 息 
娠 相关 。Calin 等 3 发 现 miR-15a/miR-16-1 簇 在 慢性 淋巴 细胞 性 白血病 中 表达 显著 下 调 或 缺失 ， 
可 显著 下 调 糖 酵 解 途径 关键 酶 果糖 二 磷酸 醛 缩 酶 A Caldolase A, ALDOA) 的 活性 。 胰 岛 素 信 
号 通路 可 广泛 影响 葡萄 糖 的 摄取 、 三 大 营养 物质 合成 、 细 胞 增殖 分 化 和 调 亡 等 生物 学 反应 
[41。 葡 萄 糖 转运 蛋白 4 (glucose transporter 4, GLUT4) 是 胰岛 素 信 号 通路 重要 的 调控 因子 ， 
可 介 导 和 葡萄糖 从 胞 外 进入 胞 内 ,调节 细胞 内 糖 和 脂肪 酸 代谢 。Talari 等 4 发 现在 成 肌 细 胞 过 表 
达 miR-16 后 通过 上 调 GLUV74 增 强 胰岛 素 介 导 的 葡萄 糖 摄 取 作 用 ， 进 而 影响 细胞 糖 代谢 。 而 
外 源 添加 APS 亦 可 对 能 量 代谢 产 生 影 响 ，Chen 等 目的 研究 发 现 APS 可 诱导 GLUT4 高 表达 ， 并 
抑制 PPAR-Qa 及 其 对 基 因 有 上 脂肪 酸 转运 蛋白 (FATP)、 基 辅酶 A 合成 酶 (4C5) 的 表达 ， 从 而 影响 能 
量 代谢 。 本 试验 发 现 APS 可 调节 作为 代谢 中 枢 的 肝脏 的 miR-16 表 达 ,， 而 车 基因 富 集 分 析 结 果 
及 前 人 研究 显示 miR-16 与 能 量 代谢 密切 相关 , 说 明 APS 可 通过 调控 miR-16 表 达 进 而 影响 能 量 
代谢 。 另 外 , 肠 道 作为 机 体重 要 的 消化 吸收 器 官 , APS 可 上 调 十 二 指 肠 黏膜 和 回肠 秋 膜 miR-16 
的 表达 ,， 且 其 靶 基 因 富 集 于 跨 膜 运输 、 胞 内 蛋白 质 运输 等 与 物质 运输 和 糖 酵 解 等 物质 代谢 相 
关 的 通路 ， 说 明 APS 可 能 通过 调控 miR-16 表 达 影 响 物 质 运输 进而 影响 物质 代谢 。 
APS 可 显著 提高 miR-16 在 种 公鸡 脾脏 、 十 二 指 肠 攻 膜 和 回肠 黏膜 中 的 表达 。 有 研究 报道 ， 


miR-16 可 能 是 TLR 介 导 的 炎症 反应 的 重要 调控 因子 ，miR-16 能 快速 降解 在 3”"UTR 区 富 含 AU 
元 件 (AU-rich elements, AREs) 的 mRNA 而 大 多 数 细胞 因子 和 趋 化 因子 如 TNF-a、IL-8 
和 HI-6 等 的 3'UTR 区 均 含 有 AREs48 。Jing 等 扩 的 研究 证 实 ，miR-16 能 够 直接 结合 TNF-c 
mRNA 的 AREs， 降 低 mRNA 的 稳定 性 并 促进 其 降解 ， 转 染 miR-16 序 列 特异 性 互补 误 核 苷 酸 
片段 则 能 逆转 这 种 作用 。 进 一 步 分 析 发 现 ,炎症 因子 IL-12 和 IL-23 共 有 亚 基 IL-12p40 的 3' 端 非 
编码 区 也 同样 存在 着 AREs, miR-16 同 样 可 以 结合 到 TNF-a 和 IL-12p40 的 AREs 上 ,从 而 调控 众 
多 炎症 因子 TNF-a、 了 IL-12、 了 IL-23、IL-17、IFN-y、 卫 -lB 和 IL-6 等 的 蛋白 质 表 达 水 平 91。 另 外 ， 
miR-16 还 可 下 调 TLR4 和 了 L-1 受 体 相关 激酶 的 转录 活性 来 抑制 LPS 诱 导 的 炎症 反应 59。 在 本 试 
验 中 ，miR-16 预 测 鞭 基因 也 在 免疫 相关 GO 和 KEGG 信 号 通路 上 也 有 所 富 集 ， 说 明 miR-16 与 
机 体 免疫 调控 密切 相关 , 结合 之 前 的 研究 W501 可 说 明 miR-16 具 有 炎症 抑制 活性 , 保证 机 体 正 
常 的 健康 状态 。 另 外 ， 研 究 显示 APS 具 有 高 免疫 调节 活性 ， 可 影响 脾脏 B850 及 肠 道 黏膜 免疫 
系统 B94144 的 免疫 活性 。Shi 等 [的 研究 发 现 APS 可 有 效 提高 务 膜 完 整 性 及 其 免疫 功能 ， 持 
抗 LPS 诱 导 的 克 -1 和 7FN-? 表 达 量 升 高 ， 利 于 防止 炎症 发 生 和 促进 空肠 黏膜 完整 性 ，Wang 等 
[42-43] 体 外 试验 研究 发 现 APS 可 有 效 抑制 LPS 处 理 Caco2 细 胞 的 促 炎 性 细胞 因子 (TNF-a, IL-18 
及 IL-8) 表达 激活 ， 并 可 有 效 提 高 Caco2 细 胞 紧密 连接 蛋白 和 闭合 蛋白 的 表达 量 ， 发 挥 炎症 
抑制 和 黏膜 完整 性 保护 作用 。 本 试验 发 现 APS 可 显著 提高 种 公鸡 十 二 指 黏膜 、 回 肠 秋 膜 、 脾 
脏 miR-16 表 达 水 平 ，APS 可 能 通过 上 调 miR-16 来 行使 其 肠 道 黏膜 、 脾 脏 组 织 中 的 免疫 调控 功 
能 。 
4 结 论 

miR-16 在 种 公鸡 不 同 组 织 中 差异 表达 ，APS 可 上 调 种 公鸡 脾脏 、 有 肝脏、 十 二 指 肠 黏 膜 、 
可 肠 条 膜 组 织 miR-16 的 表达 ， 下 调 举 丸 组 织 miR-16 的 表达 ， 功 能 预测 显示 miR-16 靶 基因 与 
物质 代谢 、 免 疫 调控 密切 相关 ， 说 明 APS 可 通过 调控 miR-16 表 达 影 响 机 体 物 质 代 谢 和 免疫 调 


控 功 能 。 
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Effects and Bioinformatic Analysis of Astragalus Polysaccharide on miR-16 Expression in 
Different Tissue of Breeder Cocks 

REN Xiaochun LI Yulong WU Shengru LEI Xinyu GUO Wei DANG Yanna GONG 
Yuesheng* YANG Xiaojun* 

(College of Animal Science and Technology, Northwest A&F University, Yanling, 712100) 
Abstract: This experiment was conducted to investigate the effects of Astragalus polysaccharides 
(APS) on miR-16 expression in different tissues of breeder cocks, combining with the functional 
enrichment analysis of GO and KEGG pathway of miR-16 predicted targets, and to explore the 
potential regulation role of APS in different tissues via miR-16. A total of 64 one-day-old Cobb 
500 breeder cocks were randomly divided into control group and APS group with 4 replicates per 
group and 8 breeder cocks per replicate. Cocks in the control group were fed with a corn-soybean 
meal based diet, and the others in APS group were fed the basal diet supplemented with 10 g/kg 
APS. The experiment lasted for 40 weeks. The results showed as follows: 1) compared with the 
control group, dietary supplemented with APS improved the semen volume and number of 
effective sperm, decreased the percentage of abnormal sperm (P>0.05). 2) miR-16 differentially 
expressed in different tissues; APS ssignificantly increased the miR-16 expression in liver, spleen, 


duodenum mucosa and ileum mucosa (P<0.05 or P<0.01), and down-regulated miR-16 expression 


in testis (P<0.05). 3) GO enrichment analysis of miR-16 predicted targets were showed to be 
enriched for the metabolic functions in transmembrane transport, ubiquitin-dependent protein 
catabolic process, intracellular protein transport, glycolytic process (P<0.05 or P<0.01). KEGG 
pathway showed that the target genes were enriched in focal adhesion, insulin signaling pathway, 
glycolysis/gluconeogenesis associated with cell proliferation, differentiation and metabolism 
(P<0.05). And the target genes were also enriched in toll-like receptors signaling pathways and 
natural killer cell mediated cytotoxicity related to immune pathways. In conclusion, APS 
up-regulates the expression of miR-16 in liver, spleen, duodenum mucosa, ileum mucosa, while 
down-regulates it in testis of breeder cocks. miR-16 predicted targets collecte with metabolism 
and immune regulation, it showed that APS regulated the miR-16 expression on different tissue of 
breeder cocks to affect the metabolism and immune regulation functions. 
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